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Acetylated histone purification
Typical Purification
1. Inclusion Body Isolation
2. Solvation/Denaturation
3. Size Exclusion Chromatography
◦ Denaturing Conditions
4. Ion Exchange Chromatography
◦ Denaturing Conditions
Resulting Product is impure:
Revised Purification Strategy
1. Inclusion Body Isolation
2. Solvation/Denaturation
3. Nickel‐Histidine Affinity Capture
◦ Denaturing Conditions
4. TEV Protease Digestion
◦ Non‐Denaturing Conditions
5. Elution of cleaved product
◦ Denaturing conditions
6. Ion Exchange Chromatography
◦ Denaturing Conditions
7. C8 Reverse Phase Sep‐Pak Waters™
◦ Concentrates the Protein Sample
◦ Prepares it for Lyophylization
Coomassie

Generating Acetylated and Non‐Acetylated In‐Vitro Chromatin Model Systems
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Nonsense Suppression Data
Red+Green Laser Excitation
Cy3 and Cy5 dye excitation
Three Control Experiments
•Photobleaching Events 
• Falsely Read as Dissociation Events
•Other Contaminants Detected as Dots
•We may detect many mono‐nucleosomes in 
a single dot.
• Clouded Data = Harder to Interpretable
Data of Control Experiments using Cy3 and Cy5 Labeled DNA
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1 Molar NaCl Induced Nucleosome Dissassembly
Preliminary Data Shows Wild‐Type Nucleosomes Dissassemble
When Salt Buffer is Added
